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NOVELTY - A composition (A) for inhibiting the migration of 
Langerhans cells contains at least one oxazoline (I) as active agent. 

DETAILED DESCRIPTION - An INDEPENDENT CLAIM is also included for 
the use of (I) (or a composition containing (I)) for the production of 
a medicament for inhibiting the migration of dendritic cells, dermal 
dendrocytes, monocytes, lymphocytes, keratinocytes , mastocytes or 
endothelial cells (especially Langerhans cells). 

ACTIVITY - Dermatological; Antiallergic; Antiinflammatory; 
Antipruritic; Immunosuppressive; Antipsoriatic ; Immunostimulant . 

MECHANISM OF ACTION - Langerhans-Cell-Migrat ion-Inhibitor . 

2-Undecyl-4 , 4 -dimethyl-1 , 3-oxazoline (I 1 ) ( f OX-100*) at 1 microM 
significantly inhibited the dinitrochlorobenzene-induced migration 
capacity of Langerhans cells freshly isolated from human skin 
fragments . 

USE - (I) (or (A)) is specifically used in medicaments for treating 



\ or preventing allergic, inflammatory and/or irritative reactions or. 
disorders of the skin or mucosa, jt especially those caused by the 
migration of Langerhans cells induced by a danger signal or by chemical 
or metal haptens; treating or preventing sensitivity, reactivity, 
intolerance, discomfort, cutaneous barrier dysfunction or immunological 
imbalance of the skin and/or mucosa associated with intrinsic, 
extrinsic or hormonal aging; treating or preventing atopic or contact 
eczema, inflammatory dermatosis (e.g. psoriasis ) , irritative 
dermatitis, autoimmune disease, autoimmune disease, 

photo-immunosuppression or graft rejection; or reducing the allergenic 
and/or irritant nature of perfume or other compositions (claimed) . (I) 
(or (A) ). is also used in a claimed cosmetic treatment method for skin 
and/or mucosa which is sensitive, irritated, intolerant, allergy-prone, 
aging, 'danger signaling, 1 barrier function deficient, reddened or 
immunologically imbalanced due to intrinsic, extrinsic or hormonal 
aging. 
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COMPOSITION COSMETIQUE OU PHARMACEUTIC)^ COMPRENANT AU WIOINS UNE OXAZOLINE POUR 
INHIBER LA MIGRATION DES CELLULES DE LANGERHANS, ET SES UTILISATIONS. 

La presente invention concerne I'utilisation d'oxazoli- 
nes et les compositions cosmetiques et pharmaceutiques 
les comprenant, pour inhiber la migration des cellules de 
Langerhans (CL). Les methodes de traitement cosmetique 
correspondantes sont egalement revendiquees, notamment 
dans le cadre du traitement de pathologies cutanees, telles 
I'eczema, le psoriasis et les dermatoses et de la prevention 
des pathologies d'origines allergiques et/ ou inflammatoires 
et/ ou irritatives et/ ou dans le cadre du traitement de I'incon- 
fort cutane (peaux sensibles, reactives ou intolerantes). 
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La presente invention se rapporte au traitement cosmetique et 
pharmaceutique, notamment dermatologique de la peau. Plus particulierement, la 
presente invention concerne 1 'utilisation d'au moins un compose actif choisi parmi les 
oxazolines, leur association avec des inhibiteurs de metalloprotease, ou les 
5 compositions cosmetiques ou pharmaceutiques les comprenant, pour inhiber la 
migration des cellules telles que les dendrocytes dermiques, les monocytes, les 
lymphocytes, et plus particulierement les cellules de Langerhans suite a un stimulus 
exterieur ou « signal danger » d'origine chimique, physique, biologique et plus 
particulierement immunitaire, dont l'intensite serait suffisamment importante pour 
10 induire une perturbation de l'homeostasie cutanee. Les oxazolines, ainsi que leur 
association avec des inhibiteurs de metalloproteases, et les compositions 
pharmaceutiques les comprenant sont utiles pour la preparation de medicaments 
destines au traitement et a la prevention des pathologies cutanees d'origine allergique 
et/ou inflammatoire et/ou irritative et/ou de 1'inconfort cutanee (peaux sensibles, 
15 reactives ou intolerantes). 

Une des principales fonction de la peau est la protection de l'organisme centre 
des agressions du milieu exterieur. Cette protection est assuree en grande partie grace a 
la cooperation de cellules presentes dans la peau, cellules qui sont capables en presence 
d'un agent nocif de generer une reponse inflammatoire et/ou immunitaire dirigee contre 
20 1 'agent nocif Ce sont les cellules dendritiques, les cellules de Langerhans (CL) de 
Fepiderme, et dendrocytes dermiques, les monocytes, les lymphocytes, les 
keratinocytes, les mastocytes, et les cellules endothelials vasculaires. 

Les CL sont des cellules dendritiques issues de la moelle epiniere et qui resident 
dans les tissus non lymphoides tels que la peau et les muqueuses (bouche, poumon, 
25 vessie, rectum, vagin). Dans la peau, les CL s'intercalent entre les keratinocytes 
epidermiques en position suprabasale. Sur Ie plan ultrastructural, elles sont caracterisees 
par la presence d'un organite specifique d'origine membranaire, le granule de Birbeck. 
Sur le plan immunohistochimique, les CL expriment notamment la molecule CD la et 
les molecules du Complexe Majeur d 'Histocompatibility de classe II. 
30 Les CL jouent un role determinant dans l'immunite, en tant que cellules 

presentatrices de l'antigene. En effet, des experiences menees chez la souris demontrent 
que les CL capturent les anti genes presents au niveau de l'epiderme et migrent vers les 



2834216 

2 



tissus lymphoides drainants la peau, ou elles presentent I'antigene aux cellules T. 
L'initiation de la reponse immune cutanee depend de la capacite des CL a quitter 
Tepiderme pour migrer jusqu'aux ganglions proximaux. Differents facteurs peuvent 
influencer cette migration : P expression de molecules d'adherence, les proteines de la 
5 matrice extracellulaire, des haptenes, des cytokines, etc. Neanmoins, les mecanismes 
impliques dans la migration des CL ne sont pas totalement encore elucides. En 
particulier, avant d'atteindre les ganglions lymphatiques, les CL doivent non seulement 
traverser la jonction dermo-epidermique (JDE) mais egalement se frayer un chemin au 
travers de la matrice extracellulaire (MEC) dermique. La JDE est principalement 
10 composes de larninine 5, de collagene de type IV et VII, de nidogene et de perlecan. La 
MEC qui entoure les fibroblastes du deime contient essehtiellement des collagenes de 
type I et III. 

La maturation, ainsi que l'initiation et la regulation de la migration des CL sont 
sous la dependance de cytokines pro-inflammatoires telles que PIL-10 (interleukine-1- 
15 beta) et le TNF-a (Tumor Necrosis-alpha). II en resulte que toute agression cutanee, 
plus particulierement toute reaction inflammatoire et/ou irritative, capable d'induire en 
quantite suffisante Tune ou P autre de ces cytokines ou les deux, est capable de stimuler 
la migration des CL, et done de faciliter la reaction allergique si ces CL sont associees a 
un antigene. 

20 Des pathologies de type dermatologique peuvent etre observees comme resultant 

de la migration des CL suite a la capture d'un antigene de surface. Dans Peczema 
atopique, les CL sont capables de fixer des IgE en surface et d'induire une reponse 
immunitaire pathologique. Dans Peczema de contact, les CL jouent un role central 
puisqu'elles captent et traitent I'antigene avant de le presenter aux lymphocytes T. 

25 Celui-ci va le garder en memoire et la reaction immunitaire sera declenchee au 
deuxieme contact. 

Compte tenu de ce qui precede, il est hautement souhaitable de pouvoir modifier 
la capacite migratoire des dendrocytes dermiques, des monocytes, des lymphocytes, des 
cellules de Langerhans (CL), pour tenter d'augmenter le seuil de tolerance de la peau 
30 allergique et/ou inflammatoire et/ou irritee ainsi que le seuil de tolerance de la peau 
atopique, sensible, reactive et inconfortable. C'est le probleme que se propose de 
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resoudre la presente invention. Les inventeurs ont en effet demon tre de maniere tout a 
fait surprenante et inattendue que des composes tels les oxazolines permettent d'inhiber 
de maniere spectaculaire la migration des cellule de Langerhans induite par la presence 
d'un agent allergene. 

Les oxazolines forment une classe particuliere de composes dont les applications 
sont connues depuis fort longtemps (J. A. Frump, Chemical Reviews, 1971, vol. 71, n°5, 
pp484-505). Ces composes sont en effet utilises comme agents de revetements, agents 
protecteurs de surfaces, agents stabilisants, dispersants, notamment des ions 
metalliques, comme agents plastifiants, tensio-actifs, inhibiteurs de corrosion, agents 
anti-mousse ou encore comme additifs dans les huiles minerales lubrifiantes et les 
adhesifs. Par ailleurs, les oxazolines sont aussi connues pour leurs proprietes 
antimicrobiennes et antifongiques et sont utilisees a ce titre comme agents 
conservateurs. Sur le plan pharmocologique, les oxazolines presentent des proprietes 
diverses telles qu'une action regulatrice du systeme nerveux central (tranquillisants), 
une action anti-depressive, une action vasoconstrictive, une action coupe-faim, une 
action inhibitrice des acetylcholinesterases, et une action sedative. Cependant, les 
oxazolines n'ont jamais ete decrits dans Part anterieur comme capables d'inhiber la 
migration des cellule de Langerhans induite par la presence d'un agent allergene. 

La presente invention conceme ainsi une composition cosmetique ou 
pharmaceutique, notamment dermatologique, comprenant au moins un excipient 
cosmetiquement ou pharmaceutiquement acceptable, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins un compose actif pour inhiber la migration des cellules de 
Langerhans choisi dans Ie groupe des oxazolines. Les oxazolines selon l'invention 
repondent aux formules generales suivantes: 




Type 1 
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Type 2 



Ri 




Type 3 

dans laquelle Ri represente un groupe alkyle en C r C 4 o, lineaire ou ramifie, sature ou 
insature, comprenant eventuellement une ou plusieurs insaturation(s) ethyl enique(s) 
ainsi que un ou plusieurs substituant(s) choisi(s) dans le groupe forme par les radicaux 
hydroxy (OH) et alcoxy en C r C 6 (OC,-C 6 ), R 2 , R3, R4 et R 5 represented, de maniere 
independante, un atome d'hydrogene, un radical hydroxy, ou un groupe alkyle en C r 
C30, lineaire ou ramifie, sature ou insature, comprenant eventuellement une ou plusieurs 
insaturations ethyleniques ainsi que un ou plusieurs substituant(s) choisi(s) dans le 
groupe forme par les radicaux hydroxy (OH), alcoxy en C r C 6 (OC r C6) et alcoxy en 
C r C 6 carbonyles (COOC r C 6 ). Par le terme de "alcoxy en C r C 6 (OC r C 6 ) M , on entend 
au sens de la presente invention, un radical alcoxy dont le groupement alkyle comprend 
de l a 6 atomes de carbone. 
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De preference, la dite oxazoline est une oxazoline de type 1 selectionnee dans 
le groupe compose de la 2-undecyl-4-hydroxymethyl-4-methyl-l 5 3-oxazoline, de la 2- 
undecyl-4,4-dimethyl-l,3-oxazo!ine, de la (EJ^^-dimethyl^-heptadec-S-enyl-l^- 
oxazoline, de la 4-hydroxymethyl-4-methyl-2-heptadecyl-l,3-oxazoline, la (E)-4- 
5 hydroxymethyl-4-methyl-2-heptadec-8-enyl-l ,3-oxazoline, la 2-undecyl-4-ethyl-4- 
hydroxymethyl-l,3-oxazoline. De maniere plus preferee, la dite oxazoline est la 2- 
undecyI-4,4-dimethyl-l,3-oxazoline appelee OX- 100 de formule: 




De nombreuses voies de synthese sont conmies pour preparer les composes 
oxazolines selon l'invention. Ainsi, celles-ci peuvent etre preparees par synthese 
chimique en faisant reagir un acide gras (ou un ester methylique) et un amino-alcool, le 
plus souvent en presence d'un agent azeotropique afin de favoriser reliminatiori de l'eau 
formee (et du methanol forme). Une autre voie de synthese possible consiste a 
condenser un halo-amide en presence d'une base forte ou de carbonate de sodium (R. M. 
Lusskin, J. Amer. Chem. Soc., 72, (1950), 5577). Les oxazolines peuvent egalement 
etre synthetisees par reaction des epoxydes sur les nitriles, par reaction du chlorure de 
thionyle sur les hydroxyamides ou encore, par action d'un acide sur une 
aziridinylphosphine. 

Selon un mode de realisation de Tinvention, la composition peut comprendre en 
outre au moins un inhibiteur de la migration des cellules de Langerhans selectionne 
dans le groupe des inhibiteurs de metalloproteases matricielles (MMPs). 

Par « composes inhibiteurs des metalloproteases matricielles (MMPs) » on 
entend selon Tinvention tout compose connu de Fhomme du metier pour sa capacite 
d'inhiber l'activite de degradation de la matrice extracellulaire par les MMPs. Les 
MMPs constituent une famille d'enzymes (actuellement plus d'une vingtaine ont ete 
identifies et caracterisees), zinc-dependantes, de structure tres conservee, qui possedent 
la capacite de degrader les composants de la matrice extracellulaire. Elles sont classees 
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selon la nature de leur substrat en collagenases, gelatinases et stromelysine. Elles 
peuvent etre synthetisees par differents types cellulaires au niveau de la peau 
(fibroblastes, keratinocytes, macrophages, cellules endothelials, eosinophils, cellules 
de Langerhans, etc.). Le groupe des MMPs est ainsi constitue de quatre sous-classes : 
5 (1) les collagenases, (2) les gelatinases, (3) Ies stromelysines et (4) les MMP de type 
membranaires (MT-MMPs). L'activite des MMPs peut etre modulee par des inhibiteurs 
de proteinase naturellement presents tels que les inhibiteurs tissulaires de 
metalloproteinases (TIMPs ; notamment les TIMP-1 et TIMP-2). En particulier, le 
compose actif pour inhiber la migration des cellules de Langerhans est un compose 
10 inhibiteur d'au moins une MMP choisie dans le groupe constitue par les MMP- 1 , MMP- 
2, MMP-3 MMP-9, MMP-7, MMP-13 et MMP- 18. Comme « compose inhibiteur des 
MMPs », en tant que compose actif pour inhiber la migration des cellules de 
Langerhans selon la presente invention, on entend en particulier les inhibiteurs 
tissulaires de metalloproteinases (TIMPs), Palpha-2-macroglobuline, les inhibiteurs de 
15 Pactivateur du plasminogene, les chelateurs de zinc, la bryostatine- 1 , les antibiotiques 
(doxycyclines, minocyclines, etc.), les peptides synthetiques ou naturels ayant une 
structure similaire aux substrats des MMPs (batimastat, marimastat, etc.), les retinoides 
(en particulier les retinoides non aromatiques tels le retinaldehyde, la tretinolne, et 
Pacide retinoique 9-cis, la vitamine A, les retinoides monoaromatiques tels Petretinate, 
20 Pall-trans acitretine et le motrerinide, et les retinoides polyaromatiques tels que 
Padapalene, le tazarotene, le tamibarotene et ParotinoTde methyl sulfone), les 
antioxydants (les piegeurs d'oxygene singulet, etc.), les anti-cancereux (ou «anti- 
metastatiques »), les hydrolysats de malt tels que Colalift commercialises par la societe 
Coletica, les extraits d'algues marines tels que Kelpadelie commercialises par la societe 
25 Secma, les extraits de cartilage de requin tels que le complexe MDI commercialises par 
la societe Atrium, les peptides de riz comme par exemple Colhibin commercialise par la 
societe Pentapharm, les extraits peptidiques de lupin. Plus particulierement, le compose 
inhibiteur des MMPs selon la presente invention est choisi dans le groupe constitue par 
les extraits peptidiques de lupin ou « peptides de lupin », tels que ceux decrits dans la 
30 demande de brevet FR-99 04 875 deposee le 19 avril 1999 au nom de la societe 
Laboratoires Pharmascience. On peut notamment citer Pextrait peptidique decrit dans la 
demande FR 99 04875 sous la denomination extrait B (LU105). Selon un autre mode 
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prefere de realisation, le dit inhibiteur des MMPs est choisi dans le groupe constitue par 
les retinoTdes. 

La composition selon l'invention se caracterise en ce que la concentration en 
compose actif pour inhiber la migration des cellules de Langerhans est comprise entre 
environ 0,001 et environ 10 % en poids, et plus particulierement entre environ 0,01 et 3 
% en poids, par rapport au poids total de la composition pharmaceutique ou cosmetique. 

La composition cosmetique ou pharmaceutique selon l'invention peut etre 
formulee sous la forme de differentes preparations adaptees a une administration 
topique, a une administration orale ou rectale, a une administration parenterals De 
preference les differentes preparations sont adaptees a 1 'administration topique et 
incluent les cremes, les pommadeSj les lotions, les huiles, les patches, les sprays ou tout 
autres produits pour application exteme. Les modes d'administration, les posologies et 
les formes galeniques optimales des composes et compositions selon l'invention 
peuvent etre determines selon les criteres generalement pris en compte dans 
1'etablissement d'un traitement cosmetique ou pharmaceutique, de preference 
dermatologique, adapte a un patient comme par exemple l'age ou le poids corporel du 
patient, la gravite de son etat general, la tolerance au traitement, les effets secondaires 
constates, le type de peau. En fonction du type d'administration souhaitee, la 
composition et/ou les composes actifs selon l'invention peuvent en outre comprendre au 
moins un excipient cosmetiquement acceptable ou pharmaceutiquement acceptable, 
notamment dermatologiquement acceptable. De preference, on utilise un excipient 
adapte pour une administration par voie topique externe. La composition selon la 
presente invention peut en outre comprendre au moins un adjuvant cosmetiquement ou 
pharmaceutiquement connu de l'homme du metier, choisi parmi les epaississants, les 
conservateurs, les parfums, les colorants, des filtres chimiques ou mineraux, les agents 
hydratants, les eaux thermales, etc. 

La presente invention concerne egalement Tutilisation d'une composition 
cosmetique ou pharmaceutique selon l'invention et destinee a inhiber la migration des 
cellules de Langerhans ou d'au moins un compose actif choisi dans le groupe des 
oxazolines telles que precedemment definies pour le traitement et la prevention des 
reactions allergiques, et/ou inflammatoires, et/ou irritatives de la peau et des muqueuses, 
notamment de la bouche, des poumons, de la vessie, du rectum, du vagin, et egalement 
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pour le traitement et la prevention des peaux sensibles et/ou reactives et/ou presentant 
un trouble de la barriere cutanee et/ou inconfortables et/ou intolerantes. 

La composition selon l'invention, ainsi que les composes actifs selon l'invention 
permettent de reduire la reponse immunitaire induite par la migration de CL ayant fixe 
5 des IgE en surface. C'est pourquoi, la presente invention concerne egalement l'utilisation 
d'une composition cosmetique ou pharmaceutique selon l'invention et destinee a inhiber 
la migration des cellules de Langerhans ou d'au moins un compose actif choisi dans le 
groupe des oxazolines telles que definies precedemment pour le traitement et la 
prevention de l'eczema atopique. La composition selon l'invention, ainsi que les 
JO composes actifs selon l'invention sont egalement destines au traitement et a la 
prevention de l'eczema de contact, dans la mesure ou ils permettent de reduire une 
reponse immunitaire notamment induite par capture d'un antigene, traitement et 
presentation de cet antigene aux lymphocytes T par les CL. 

La presente invention concerne egalement l'utilisation d'une composition 
15 cosmetique ou phaimaceutique selon l'invention destinee a inhiber la migration des 
cellules de Langerhans ou d'au moins un compose actif choisi dans le groupe des 
oxazolines telles que definies precedemment pour le traitement et la prevention de 
pathologies inflammatoires, notamment de dermatoses inflammatoires telles que le 
psoriasis. 

20 La presente invention concerne egalement Putilisation d'une composition 

cosmetique ou pharmaceutique selon l'invention destinee a inhiber la migration des 
cellules de Langerhans ou d'au moins un compose actif choisi dans le groupe des 
oxazolines telles que definies precedemment pour le traitement et la prevention des 
dermites irritatives. 

25 La presente invention concerne egalement l'utilisation d'une composition 

cosmetique ou pharmaceutique selon l'invention destinee a inhiber la migration des 
cellules de Langerhans ou d'au moins un compose actif choisi dans le groupe des 
oxazolines telles que definies precedemment pour le traitement et la prevention de 
maladies auto-immunes, de la prevention la photo-immuno-suppression et du rejet de 

30 greffe. Par « photo-immuno-suppression » au sens de la presente invention, on entend 
designer la diminution de la reponse immunitaire induites par les ultra-violets solaires, 
et plus particulierement par les ultra-violets B. 
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Enfin, c'est egalement un des objets de la presente invention d'utiliser une 
composition cosmetique ou pharmaceutique selon l'invention et destinee a inhiber la 
migration des cellules de Langerhans ou d'au moins un compose actif choisi dans le 
groupe des oxazolines telles que definies precedemment pour diminuer le caractere 
5 allergisant et/ou irritant d'une preparation pharmaceutique, d'une preparation 
cosmetique ou d'un parfum. Par caractere allergisant, on entend le pouvoir de certains 
composes contenus dans les dites preparation de se comporter comme des allergenes, 
c'est-a-dire des composes capables d'induire une reaction d'hypersensibilite immediate 
et/ou inflammatoire. 

10 Dans les differentes utilisations precedemment evoquees du compose actif 

choisi dans le groupe des oxazolines telles que definies ci-dessus, celui-ci peut-etre 
utilise en association avec au moins un inhibiteur de la migration des cellules de 
Langerhans selectionne dans le groupe des inhibiteurs de metalloproteases matricielles 
(MMPs), tel que defini precedemment. 
15 La composition et les composes actifs selon l'invention sont essentiellement 

destines a une utilisation en cosmetologie. La presente invention fournit done une 
methode de traitement cosmetique des peaux et/ou des muqueuses selectionnees parmi 
les peaux et/ou les muqueuses sensibles, irritees, intolerantes presentant un trouble de la 
barriere cutanee, presentant une inflammation, notamment une inflammation d'origine 
20 allergique et/ou presentant une irritation, caracterisee en ce qu'elle consiste a appliquer 
sur la peau et/ou les muqueuses une composition cosmetique selon l'invention ou au 
moins un compose actif choisi dans le groupe des oxazolines telles que definies 
precedemment. 

Egalement, la presente invention foumit une methode de traitement cosmetique 
25 des peaux et/ou des muqueuses de patient affecte d'une pathologie selectionnee parmi 
les dermatoses inflammatoires, notamment de psoriasis, les dermites, l'eczema atopique, 
l'eczema de contact, caracterisee en ce qu'elle consiste a appliquer sur la peau et/ou les 
muqueuses du dit patient une composition cosmetique selon l'invention ou au moins un 
compose actif choisi dans le groupe des oxazolines telles que definies precedemment. 

Alternativement, la composition et les composes actifs selon l'invention sont 
destines a une utilisation therapeutique preventive ou curative notamment en 
deimatologie. La composition et les oxazolines selon l'invention sont utilisees a titre de 
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medicament. C'est done egalement un des objets de la presente invention d'utiliser les 
compositions pharmaceutiques selon l'invention ou un compose actif choisi dans le 
groupe des oxazolines telles que precedemment definies pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement de pathologies selectionnees parmi les dermites, les 
dermatoses, notamment les dermatoses inflammatoires telles le psoriasis, 1'eczema 
atopique, Teczema de contact, les allergies notamment les allergies cutanees, les 
inflammations et irritations cutanees. 

D'autres caracteristiques et avantages de l'invention apparaissent dans la suite de 
la description avec les exemples representes ci-apres. Dans ces exemples on se referera 
aux figures suivantes. Ces figures et exemples sont destines a illustrer la presente 
invention et ne peuvent en aucun cas etre interprets comme pouvant en limiter la 
portee. 

FIGURES 

Figure N°l : Index de migration de cellules de Langerhans fraichement 
isolees a partir de peau humaine et activees par du DNSB. Effet de la molecule 
d'oxazoline OX100 (2-undecyM,4-dimethyl-l,3-oxazoline) . (1) cellules controles ; (2) 
cellules sensibilisees par Phaptene DNSB ; (3) cellules sensibilisees par 1'haptene 
DNSB +0X100(1 pM). 

Figure 2 : Pourcentage (%) de migration de cellules dendritiques issues de 
sang de cordon, apres activation par Thaptene. Effet de la molecule d'oxazoline 
OX100 (2-undecyl-4,4-dimethyl-l,3-oxazoline) .(1) cellules sensibilisees par 1'haptene 
BB ; (2) cellules sensibilisees par 1 'haptene BB + OX 1 00 ( 1 *iM). 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : etude de Pactivite de POX100 sur Inhibition de la migration des CL 
5 fraichement isolees a partir de fragments de peau humaine 

1) Materiels & Methodes 

1.1 Obtention des cellules de Langerbans 

10 Des suspensions de cellules epidermiques ont ete obtenues par traitement 

enzymatique (0,05% trypsine, pendant 18h a +4°C) de fragments de peau humaine 
normale issus de chirurgie plastique. Les suspensions obtenues contiennent en moyenne 
2 a 4% de CL. L'obtention de suspensions contenant en moyenne 70% de CL, est basee 
sur le principe de la centrifugation sur gradient de densite (Lymphoprep™) et 
elimination des keratinocytes. 

1.2 Preparation des milieux 

Le milieu de base choisi pour Pensemble de Petude a ete le RPMI 1640 (Gibco 
BRL, France). La molecule d'OXlOO fournie par Pharmascience, a la concentration de 
10" 2 M en solution dans du DMSO (Dimethyl Sulfoxide), a ete diluee en RPMI- 1640 et 
testees a 1 fiM 

1.3 Sensibilisation des CL 

On a utilise comme agent sensibilisateur le DNSB (Sigma Aldrich), forme 
soluble du DNCB (dinitro-chloro-benzene), solubilise en RPMI-BSA et utilise a la 
concentration de 50 |iM. 

1.4 Migration des CL 

Un systeme de chambre de culture , a deux compartiments (Falcon, Becton 
Dickinson, France) a ete utilise. Le compartirnent superieur est separe du compartiment 
inferieur par une membrane de porosite 8 jam, sur laquelle sont deposees 50 fig/cm 2 de 



2834216 

12 



Matrigel. La membrane est alors recouverte de proteines formant un film equivalent a 
une membrane basale (laminine, collagene IV, nidogene, entactine, heparane sulfate 
proteoglycanes). Les cellules reprises dans le milieu RPMI-BSA seul ou en presence 
des differents produits sont deposees dans le compartiment superieur. Dans Ie 
compartiment inferieur, est ajoute du surnageant de culture de fibroblastes humains 
normaux. Apres 18h d'incubation a 37°C, le nombre de cellules vivantes ayant traverse 
le Matrigel et se trouvant dans le compartiment inferieur est compte sous microscope 
(les CL sont facilement identifiables par leur forme dendritique). Chaque essai est 
realise en triplicate. 

2) Resultats 

2.1 Les resultats sont presentes dans le tableau 1 suivant et illustres par 
1 'histogramme de la Figure 1 . 



Tableau 1 : index de migration des CL 





1 


2 


3 


Index de 
migration 


1 


2,55 


0,98 



Legende tableau 3 et de Vhistogramme de la figure 1 

1 : Cellules controles • 

2 : Cellules sensibilisees par l'haptene DNSB 
3:DNSB+ 0X100(1 jiM) 

2.2 Migration des CL 

Les resultats represented le rapport entre le nombre de cellules ayant migre en 
presence de DNSB +/- OX100 et le nombre de cellules ayant migre dans les conditions 
normales (cellules controles non sensibilisees et non traitees) . Les CL fraichement 
isolees de repiderme n'ont pas une capacite migratoire elevee. Dans l'expression des 
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resultats, la capacite migratoire des CL controles (non traitees et non sensibilisees) est 
arbitrairement fixee a 1. 

Le traitement des cellules avec Phaptene DNSB a stimule la migration des CL 
de fa9on significative (+155%) par rapport aux cellules normales non stimulees (cellules 
5 controles). L'OXIOO a la concentration de I fiM inhibe de maniere significative la 
migration des CL induite par le DNSB. Les cellules ainsi traitees ont un index de 
migration comparable a celui des cellules controles non sensibilisees. 

Les inventeurs ont montre en utilisant des CL fraichement isolees, placees dans 
10 un systeme de chambre de culture a deux compartiments (permettant la migration 
cellulaire), que de maniere tout a fait surprenante, POX 100 inhibe de maniere 
significative la migration des CL. Dans les conditions experimentales utilisees par les 
inventeurs, les cellules traitees par 1'OXIOO ont un index de migration comparable a 
celui des cellules controles non sensibilisees . 

15 

Exemple 2: etude de Pactivite de POX100 sur Pinhibition de la migration des 
cellules dendritiques generees in vitro a partir de precurseurs CD34+ issus de sang 
de cordon 

20 

1) Materiels & Methodes 

1.1 Generation de Langerhans-like in vitro 
Les cellules mononuclees ont ete obtenues a partir de sang de cordon ombilical de 

25 donneurs sains, par centrifugation sur Ficoll. Les cellules CD34+ ont ensuite ete 
purifiees par immunoselection a Taide d'anticorp specifique et de billes magnetiques 
(Miltenja Biotech, Germany). Les cellules CD34+ ont ete cultivees en presence de GM- 
CSF (100 ng/ml), TNF-a (2.5 ng/ml) en RPMI additionne de 10% serum de veau foetal, 
pendant 5 jours. L'addition de TGF-81, facteur qui favorise la differenciation des 

30 cellules vers la voie cellules de Langerhans, a ete realisee au 5ieme jour de culture. 
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1.2 Preparation des milieux (Idem exemple 1). 



1.3 Sensibilisation des CL 

Les cellules ont ete traitees, au 7ieme jour par Phaptene BB (Base de Brandowski, 1.17 
5 Mg/ml), pendant 24 h, puis soumises au test de migration. 

1.4 Migration des CL (Idem exemple 1). 
2) Resultats 

10 

2.1 Les resultats de deux experiences independantes sont presentes dans le 
tableau 2 suivant et illustres par Fhistogramme de la Figure 2. 

Tableau 2 : Pourcentage de cellules dendritiques generees in vitro ayant migre 





1 


2 


Experience 1 


17 


12 


Experience 2 


24 


20,3 



15 

Legende tableau 3 et de Vhistogramme de la figure 1 

1 : Cellules sensibilisees par Phaptene BB 

2 :BB+ 0X100(1 fiM) 

20 

2.2 Migration des CL 

Les resultats representent le pourcentage de cellules ayant migre en presence des 
differents produits testes. Le pourcentage est calcule en rapportant le nombre de cellules 
recupere dans le compartiment inferieur de la chambre de migration au nombre de 
25 cellules soumises a la migration. Dans les exemples 1 et 2, POX 100 inhibe de 
respectivement 29 et 15% la migration des cellules dendritiques. 

L'OXIOO a la concentration de 1 pM inhibe de maniere significative la 
migration des cellules dendritiques generees in vitro et activees par Phaptene BB. 



30 
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REVENDICATIONS 

1 . Composition cosrnetique ou pharmaceutique comprenant au moins un excipient 
cosmetiquement ou pharmaceutiquement acceptable, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins un compose actif pour inhiber la migration des cellules de 
Langerhans choisi dans le groupe des oxazolines. 

2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que les dites 
oxazolines repondent aux formules generates suivantes: 




Type 
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Type 3 



5 dans laquelle Rj represente un groupe alkyle en CrC 4 o, lineaire ou ramifie, sature ou 
insature, cornprenant eventuellement une ou plusieurs insaturation(s) ethylenique(s) 
ainsi que un ou plusieurs substituant(s) choisi(s) dans le groupe forme par les radicaux 
hydroxy (OH) et alcoxy en Ci-C 6 (OCi-C 6 ), R 2 , R 3 > R4 et R 5 represented, de maniere 
independante, un atome dliydrogene, un radical hydroxy, ou un groupe alkyle en Q- 
10 C30, lineaire ou ramifie, sature ou insature, cornprenant eventuellement une ou plusieurs 
insaturations ethyleniques ainsi que un ou plusieurs substituant(s) choisi(s) dans le 
groupe form6 par les radicaux hydroxy (OH), alcoxy en Q-Q, (OC]-C 6 ) et alcoxy en 
C r C 6 carbonyles (COOC r C 6 ). 

15 3. Composition selon la revendication 2 caracterisee en ce que la dite oxazoline 

est une oxazoline de type 1 selectionnee dans le groupe compose de la 2-undecyl-4- 
hydroxymethyl-4-methyl-l,3-oxazoline, de la 2-undecyl-4,4-dimethyM,3-oxazoline, de 
la (E)-4,4-dimethyl-2-heptadec-8-enyl-l,3-oxazoline, de la 4-hydroxymethyl-4-methyI- 
2-heptadecyI-l,3-oxazoline, la (E)-4-hydroxymethyl-4-methyl-2-heptadec-8-enyl-l,3- 

20 oxazoline, la 2-undecyl-4-ethyl-4-hydroxymethyl- 1 ,3-oxazoline. 

4. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que la dite oxazoline est 
la 2-undecyl-4,4-dimethyl-l,3-oxazoline appelee OX- 100 de formule: 
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5. Composition selon les revendications 1 a 4 caracterisee en ce qu'elle comprend 

en outre au moins un inhibiteur de metalloproteases (MMPs) selectionne dans le groupe 
constitue par les inhibiteurs tissulaires de metalloproteinases, l'alpha-2-macrogIobuline, 
les inhibiteurs de Factivateur du plasminogene, les chelateurs de zinc, la bryostatine-1, 
5 les antibiotiques, les peptides synthetiques ou naturels ayant une structure siinilaire aux 
substrats des MMPs, les retinoi'des, les antioxydants, les anti-cancereux, les hydrolysats 
de malt, les extraits d'algues marines, les extraits de cartilage de requin et les extraits 
peptidiques de lupin. 

0 6. Composition selon la revendication 5 caracterisee en ce que le dit inhibiteur 

des MMPs est choisi dans le groupe constitue par les extraits peptidiques de lupin, de 
preference l'extrait B (LU105). 

7. Composition seion la revendication 5 caracterisee en ce que le dit inhibiteur 
des MMPs est choisi dans le groupe constitue par les retino'ides. 

8. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que la concentration en compose actif pour inhiber la migration des 
cellules de Langerhans est comprise entre environ 0,001 et environ 10 % en poids, par 
rapport au poids total de la composition cosmetique ou pharmaceutique. 

9. Utilisation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique selon les 
revendications 1 a 8 destinee a inhiber la migration des cellules de Langerhans ou d'au 
moins un compose actif choisi dans le groupe des oxazolines telles que definies a Tune 
quelconque des revendications 2 a 4 pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement et a la prevention des reactions allergiques, et/ou inflammatoires, et/ou 
irritatives de la peau et des muqueuses. 

10. Utilisation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique selon les 
revendications 1 a 8 destinee a inhiber la migration des cellules de Langerhans ou d'au 
moins un compose actif choisi dans le groupe des oxazolines telles que definies a Tune 
quelconque des revendications 2 a 4 pour la preparation d'un medicament destine au 
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traitement et a la prevention des peaux sensibles et/ou reactives et/ou inconfortables 
et/ou intolerantes et/ou presentant un trouble de la barriere cutanee. 

11. Utilisation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique selon les 
5 revendications 1 a 8 destinee a inhiber la migration des cellules de Langerhans ou d'au 
moins un compose actif choisi dans le groupe des oxazolines telles que definies a Tune 
quelconque des revendications 2 a 4 pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement et a la prevention de 1'eczema atopique et/ou de contact. 

0 12. Utilisation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique selon les 
revendications 1 & 8 destinee a inhiber la migration des cellules de Langerhans ou d'au 
moins un compose actif choisi dans le groupe des oxazolines telles que definies a Tune 
quelconque des revendications 2 a 4 pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement et a la prevention de pathologies inflammatoires, notamment de dermatoses 
inflammatoires. 

13. Utilisation selon la revendication 12 caracterisee en ce que la dite dermatose 
inflammatoire est le psoriasis. 

14. Utilisation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique selon les 
revendications 1 a 8 destinee a inhiber la migration des cellules de Langerhans ou d'au 
moins un compose actif choisi dans le groupe des oxazolines telles que definies a Tune 
quelconque des revendications 2 a 4 pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement et a la prevention des dermites irritatives. 

15. Utilisation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique selon les 
revendications 1 a 8 destinee a inhiber la migration des cellules de Langerhans ou d'au 
moins un compose actif choisi dans le groupe des oxazolines telles que definies a Tune 
quelconque des revendications 2 a 4 pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement et a la prevention de maladies auto-immunes. 
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16. Utilisation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique selon Ies 
revendications 1 a 8 destinee a inhiber la migration des cellules de Langerhans ou d'au 
moins un compose actif choisi dans le groupe des oxazolines telles que definies a Tune 
quelconque des revendications 2 a 4 pour la preparation d'un medicament destine au 
5 traitement et a la prevention la photo-immuno-suppression. 

17. Utilisation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique selon les 
revendications 1 a 8 destinee a inhiber la migration des cellules de Langerhans ou d'au 
moins un compose actif choisi dans le groupe des oxazolines telles que definies a Tune 

10 quelconque des revendications 2 a 4 pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement et a la prevention du rejet de greffe. 

18. Utilisation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique selon les 
revendications 1 a 8 destinee a inhiber la migration des cellules de Langerhans ou d'au 

5 moins un compose actif choisi dans le groupe des oxazolines telles que definies a l'une 
quelconque des revendications 2 a 4 pour diminuer le caractere allergisant et/ou irritant 
d'une preparation pharmaceutique, d'une preparation cosmetique ou d'un parfiim. 

19. Utilisation selon les revendications 9 a 18 d'au moins un compose actif choisi 
) dans le groupe des oxazolines telles que definies a Tune quelconque des revendications 
2 a 4 en association avec au moins un inhibiteur de metalloproteases matricielles 
(MMPs) tel que defini a Tune quelconque des revendications 5 a 7. 

20. Methode de traitement cosmetique des peaux et/ou des muqueuses selectionnees 
parmi les peaux et/ou ies muqueuses, sensibles, irritees, intolerantes, presentant un 
trouble de la barriere cutanee, presentant une inflammation, notamment une 
inflammation d'origine allergique et/ou presentant une irritation, caracterisee en ce 
qu'elle consiste a appliquer sur la peau et/ou les muqueuses une composition cosmetique 
selon les revendications I a 8 ou au moins un compose actif choisi dans le groupe des 
oxazolines telles que definies a Tune quelconque des revendications 2 a 4. 
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21. Methode de traitement cosmetique des peaux et/ou des muqueuses de patient 
affecte d'une pathologie selectionnee parmi les dermatoses inflammatoires, notamment 
le psoriasis, les dermites irritatives, T'eczema atopique, Teczema de contact, caracterisee 
en ce qu'elle consiste a appliquer sur la peau et/ou les muqueuses du dit patient une 
composition cosmetique selon les revendications 1 a 8 ou au moins un compose actif 
choisi dans le groupe des oxazolines telles que definies a Tune quelconque des 
revendications 2 a 4. 
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